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論 文 内 容 要 旨
【目的】
エ イコサ ノイ ドは,ア ラキ ドン酸か ら生成す る一連 の化合物 の総称で ある。 リポキ シゲナーゼや シクロ
オキシゲナーゼ,ま たチ トクロームP450によって産生 されるエイ コサ ノイ ドは様 々 な臓 器や組織 で多様
な生理作用 を有 し,生 体 内の機能調節等 に重要 な役 割 を果 た しているため,そ の産生異常 は種 々の疾患 の
発症や進行 に関与す る と考 え られている。
アラキ ドン酸 の5一リポキ シゲナ ーゼ代謝体 である ロイ コ トリエ ン(leukotrien,LT)は,気管支平滑筋
収縮作 用,気 道粘液分泌促進作用,白 血球遊走作用等 を有 し,ア レルギー性疾患や炎症性疾患 の進展 に重
要 な役 割 を果た している。特 に,LTC4,LTD4,LTE4などの システ イニルLTの産生充進 はア レルギー性疾
患や炎症性疾患 の病態 と密接 に関連す る と考 え られるため,そ の生体内挙動 についての定量 的解析 は病態
の把握や薬物療法 の治療効果 の判定 に有用 な情報 を提供す る もの と期待 され る。以上の理由か ら,シ ステ
イニルLT産 生の指標 とされる尿 中LTE4の定量が これ まで様 々な方法 に よ り行 われている。 しか し,操 作
が煩雑 である ことや測定値 の再現性 の問題 などが残 されてお り,よ り簡便で信 頼性の高い定 量法 の開発が
望 まれている。
一 方 ,12一リ ポ キ シ ゲ ナ ー ゼ 代 謝 体 で あ る12一ヒ ドロ キ シ エ イ コ サ テ ト ラ エ ン 酸(12-
hydroxyeicosatetraenoieacid,12-HETE)及びその前駆物質である12一ヒ ドロペルオキシエ イコサテ トラエ ン
酸(12-hydroperoxyeicosatetraenoicacid,12-HPETE)は,膵β細胞 の障害作 用 を示す こ とや糖尿病性 の血
管障害,腎 障害,ま た血栓症 に関与す る,ことが知 られてお り,糖 尿病や その合併 症 との関連 が示唆 されて
い る。 しか し,こ れ までfηγfvoにお ける12-HETE産生量 の解析 はほ とん ど行 われ てお らず,12-HETEと
疾患 の関連性 につい ての検討 は乏 しい。
この ような背景 か ら,本 研究 ではアラキ ドン酸の リポキ シゲナーゼ代謝体で あるシス テイニルLTと12-
HETEの定量的解析 を行い,産 生量 と各種疾患 との関連性 について明 らかにす るため以下の検 討 を行 った。
始め に,(1)システイニルLTの病 的動態解析 に関 して以下の検討 を行 った。① 液体 クロマ トグラフ ィー/
タンデム質量 分析(liquidchromatography/tandemmassspectrometry,LCIMS-MS)にお けるLTE、の挙動 に
ついて詳細 な検討 を行 い,尿 中か らの精製法 を新規 に開発す ることによ り簡便 で高感度 な微量定量法 を確
立 した。続いて,②健常人におけるLTE、の津生 とその変動について検討 した。 さらに,③気管支喘息及
び④ ア トピー性皮膚炎患 者尿 中LTE、量 を定量 し,疾 患 との関連 性 につ いて明 らか に した。 また,(2)12-
HETEの病 的動態解析 に関 して以下 の検討 を行 った。①LCIMS-MSを用いた12-HETEの微量定量法 を確立
し,② 健常成 人及び糖尿病患者 における尿 中及 び血 中12-HETEを定量 した。 さらに,③12-HETEは12一リ
ポキ シゲナーゼの他 にチ トクロームP450によって も産生 され,そ れぞ九の酵 素 によ り生 じる12-HRTEは
水酸基 の絶対配置が異 なるため,水 酸基 の絶対配置 を決定す るこ とによ り生体試料 中12-HETEの産生酵素
系 を明 らか に した。
一104一
【実験 方法】
四重極型 タンデム質量分析 計 にはESIインター フェイス を装備 したmicromassQuattroI,セミ ミクロ
HPLCシステムは資生堂NANOSPACESI-1,カラムには資生堂CapcellP昧UG120(Φ1.5x150mm,3μm)
を使用 し,微:量定量法の 開発 とヒ ト生体試料 中のLTE、及び12-HETEの定量 を行 った。
【結果及び考察】
(1)システイニルLTと病態 ①SRM(SelectedReactionMonitoring)におけるモニ タリングイオ ン,コ ー ン電
圧 及び コ リジ ョンエ ネルギー,移 動相の組成及 びpH,イ オ ン源 の温度等 につい て最適条件 を決定す るこ
とによ り,LTE、の高感度測定 を可能 とした。次 いで,試 料のpH,洗 浄溶媒 や溶出溶媒等 につい て種 々の
検 討 を加 え,固 相抽 出カー トリッジによるLTE4の効果 的なク.リー ンアップ法 を開発 した。内部標 準物質
(IntemalStandard,IS)として用 いたLTE4一(右との ピー ク面積 比 によ り作 成 した検 量線 は,10pg/tubeから
10ng/tubeの範 囲で直線性 を示 した。各種バ リデーシ ョンの結果,本 定量法が高い信頼性 と再現性 を有す る
ことが示 された。以上 よ り,LCIMS-MSによるLTE4の定量法 を確立 し,シ ステイニルLTの生体 内動態 の
定量 的解析 を可能 とした。②健常人20例の尿 中LTE、を定量 した ところ,LTE、は54P9/2mLから308P9/2
mLの範 囲で検 出 された。従来LCIMS-MSでは尿 中LTE、は検 出限界以 下 とされていたが,本 研究 で確立 し
た定量法 を用い る とき対象 とした全試料 において検 出 ・定量が可能であ り,高 感度 な定量法 としてその有
用性 が示 された。同一尿 のク レアチニ ン含有で補正 した尿 中LTE、の量の平均 は62pg/mgcreatinineとな り,
その範囲 は35P9/mgcreatinineから102P9/mgcreat圭nineであ った。得 られた測定値 は これ までに報告 されて
いる尿 中LTE、量 と同程度であ り,従 来の方法 に比べ よ り簡便 に測定 が可能 であった。 さ らに,健 常人5例
にお けるLTE、の排 泄 に有 意 な変動 が認 め られなか った こ とか ら,随 時採取尿 を対象 と した健常 人尿 中
LTE4量が コ ン トロール レベル を十分 反映する もので ある ことが示 された。以上 よ り,得 られた健常 人 に
お ける測定値 を用 いて,各 種疾患 とシス テイニルLTと の関連性 について検討す る ことを可 能 と した。③
非発作 時 にお ける気管 支喘息患者尿 中LTE、量 は平均192pg/mgcreatinineであ り,健 常 人尿 中LTE4の55
pg/mgcreatinineに比べ有 意 に高値 を示 した。 さちに,シ ス テイニルLTと 同様 に気管支平 滑筋収 縮作用 を
有す るTXA、の寄与 について,そ の尿 中代 謝体 であ る11-dehydroTXB2をその産生の指標 と して ガス クロマ
トグラフィー/質 量分析(gaschromatography/massspectrometry,GCIMS)を用いて測定す るこ とによ り検
出 し左。その結果,気 管支 喘息患 者及 び健常 人尿 中11-dehydroTXB、量 はそれぞれ742pg/mgcreatinine,
585pg/mgcreatinineであ り,両 者の間 に有意 な差 は認 め られなかった。 また,気 道狭窄の指標 の一つであ
るFEV1.0(forcedexpiratoryvolumeonesecond)と気管支喘息患者尿 中LTE、量 との間に有意 な負 の相関が認
め られたの に対 し,11-dehydroTXB2量との間に有意 な関連性 は認め られなかった。以上 よ り,従 来気管支
喘息患者 の非発作 時 にお ける尿 中LTE4は健常人 と同程度 で あ り,ま た呼 吸機能等 の疾患 の重症度 とは相
モ
関 しない とされていたが,シ ステ ィニルLTが 喘息発作時 のみな らず非発 作時の気道障害 の形成 において
も重要 な役割 を果 た してい ることを示 した。 また,本 研 究の結果 は,TXA2に比べ,気 管支喘息 の病態 に
シス テイニルLTが よ り重 要な役 割 を果 た してい るこ とを示 唆する もの と考 え られ た・④ ア トピー性皮 膚
炎患者尿 中LTE、量 は平均130P9/mgcreatinineであ り,健 常人尿 中LTE、量の60P9/mg』creatinhleに比べ有 意
1
一105一
に高値 を示 した。 ア トピー性皮膚炎患者尿 中LTE、量 は血 中総lgE値と有 意 な正 の相 関を示 したが,一 方末
梢血 白血球数 に占め る好酸球数 の割合 との間に関連性 は認め られなかった。 さらに,新 規 に来院 したア ト
ピー性皮膚 炎患 者 におい て,治 療 に伴 う尿 中LTE、量の減少 と皮診 の改善 が認め られ た。以上 よ り,ア ト
ピー性皮膚炎 の病態 形成 にシス テイニルLTが 関与 している ことを示 した。 ア トピー性皮膚 炎の病 態 に対
す るシステ イニルLTの寄与 に関す る報告 は乏 しく,本 研 究の結 果は新規 な知見であ った。
(2)12-HETEと病態 ・①SRMに おけるモニ タリングイオ ン,コ ー ン電圧及 び コリジ ョンエネルギー,イ オ
ン源の温度等 について最適条件 を決定す ることによ り,12-HETEの高感度測定 を可能 とした。次いで,固
相抽出 カー トリッジに よる12-HETEの効果 的な クリー ンア ップ法 を開発 した。ISとして用 いた12-HETE一
偽との ピーク面積比 によ り作成 した検 量線 は,10P9/tubeから10ng/tubeの範 囲で直線性 を示 した。各種バ
リデー シ ョンの結果,本 定量法が高 い信頼性 と再現性 を有す ることが示 された。以上 よ り,LCIMS-MSに
よる12-HETEの微:量定量 法 を確立 し,従 来 ほ とん ど行われ てい なかった12-HETEの生体内動態 の定量 的
解析 を可能 と した。②健常男性及 び女性 の血 中12-HETE量の平均 はそれぞれ0.4ng/mL,0.3ng/mL,また
男性及 び女性糖尿病患者血 中12-HETE量は6.7ng/㎡L,8.3ng/mLであった。糖尿 病患者血 中12-HETE量は
男性及 び女性糖尿病患者いず れの場合 において も健常 人に比べ有意 に高値 を示 したが,健 常人及び糖尿病
患者 のいずれ の場合 において も性 別 によ り差異 は認 め られなかった。一方,健 常男性及 び女性 の尿 中12-
HETE量はそれぞれ3P9/mgcreatinine,92P9/mgcreatinine,また男性 及び女性糖尿病患者尿 中12-HETE量
はそれぞれ8pg/mgcreatinine,411pg/mgcreatinineであ り,健 常 人及び糖尿病患者 いずれの場合 において
も女性 で有意 に高値 を示 した。 さらに,女 性糖尿病患者で健常女性 に比べ尿 中12-HETE量が有意 に高値 を
示す ことが明 らか となった。以上 より,男 性 に比べ 女性 において,ま た健常人 に比べ糖尿 病患者 において
12-HETEの産生 あるいは排泄が充進 してい ることを明 らかに した。尿 中エ イコサ ノイ ド量の性差 は これ ま
.で報告 されてお らず,新 規 の知見 であ った。③12-HETE産生酵 素系の解析 は,LCIMS-MSにODSカラム
及び逆相系の光学分割 カラム を用 いたカラムス イ ッチ ング システムを導入 し;生 体 試料 中の12-HETEを分
離 ・検 出す るこ とによ り行 った。本 システムを用 いることによ り,12(S)一及 び12(R)一HETEは明確 に分離 さ
れた。そ こで,血 中及び尿 中12-HETEの分離分析 を行 った ところ,本 研究 で対 象 とした全 試料 につ いて
12(S)一HETEのみが検 出された。 以上 よ り1こ れ まで12-HETE光学異性体 の存在比 は不 明であ ったが,ヒ
ト血 中及 び尿 中 に存在す る12-HETEは12(S)一リポキシゲナ ーゼ に1より産生 された もので ある ことを示 レ
た。
【結論】
エ イ コサ ノイ ドの産生異常が各種疾 患 における病態 と密接 に関連す ることを示 した。近年種 々のエイ コ
サ ノイ ド関連薬剤 が開発 されその有用性 が示 されて きでお り,本 研 究 で確立 した高感度 で簡便 なLCIMS-
MSに よるエ イコサ ノイ ドの定量 法が病態の評価や適切 な治療薬剤の選択等 に際 し有益 な情報 を提供す る・
もの と期待 され る。
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審 査 結 果 の 要 旨
ア ラキ ドン酸 の5一リポキ シゲナ ーゼ代謝体 である シス テイニルロイ コ トリエ ン(LT)は ア レルギー性
疾患 や炎症性 疾患 の病態 と密接 に関連す る もの と考 え られてい る。 シス テイニルLT産生 の指標 とされ る
尿 中LTE、の定量 が これ まで様 々な方法 に よ り行 われてい るが,よ り簡便 で信頼 性の高 い定量法 の開発が
望 まれてい る。一方,12一リポキ シゲナーゼ代 謝体 であ る12-HETEは糖尿 病や その合併症 との関連が示唆
されてい るが,こ れ までfηvfvoにお け る12-HETE産生 量の解析 は ほとん ど行 われて いない。本研 究 は,
この ような背景 をふ まえ,シ ステイニルLTと12-HETEの定量 的解析及 びその定量値 と各種病 態 との関連
性 について検討 を行 った もので,以 下の成果 を挙 げてい る。
液体 クロマ トグラフィー/タ ンデ ム質量分析(LCIMS-MS)におけるLTE、の挙動 につい て詳細 な検 討 を
行い,尿 中か らの精製法 を新規 に開発す るこ とによ り簡便 で高感度 な微量定量法 を新規 に確 立 し,シ ス テ
イニ ルLT産生量の定量的解析 を可能 と した。続 いて,健 常 人における尿 中LTE4量を明 らか に し,排 泄変
動 に関す る検討 か ら,対 照 としての妥 当性 を示 した。 また,気 管支 喘息患者の尿 中LTE、量が非発作 時 に
おいて も高値 を示す ことや,LTE4量が気道狭 窄の指標 であ るFEV1.0と相 関を示す こ と等 を明 らか に した。
さ らに,ア トピー性 皮膚炎患者 の尿 中LTE、量 が健常 人 に比べ高値 を示す こと,LTE、量 が血 中IgE値と相
関 を示す こ と,ま た治療 に伴い皮診 の改善 とともにLTE、量が減少す るこ とか ら,ア トピー性皮膚炎 とシ
ステ イニルLTと の関連 を明 らかに した。
また,LCIMS-MSを用 いた12-HETEの微量定量法 を新規 に確 立 した。次 いで,健 常人及 び糖 尿病患者の
尿 中及 び血 中12-HETE量を定量 し,糖 尿病患者 において12-HETEの産生 ・排泄 が充進 している こと,及
び尿 中12-HETE量が男性 に比べ女性が高値 を示す ことを新 たに示 した。 さらに,新 規 に光学異性体の分離
分析系 を構築 して12-HETE光学異性体 を分離 するこ とで,生 体試料 中12-HETEの産生酵素が12(S)一リポキ
シゲナーゼであるこ とを明ちか にした。
以上,本 研 究で は,LCIMS-MSによ りLTE、及 び12-hETEの簡便 で高感 度 な定量法 を確立 し,シ ステ イ
ニルLTが気管 支喘息及 びア トピー性皮膚炎 にお ける病態 と密接 に関連 する こと,並 び に12-HETEの糖尿
病の病態へ の寄与 の可能性 を示 した。 また,ヒ ト尿 中12-HETE量に性 差が存在す るこ とを明 らか に し,さ
らに生体 試料 中 に存在 す る12-HETEが.12(S)一リポ キシゲ ナーゼ を介 して産生 され ることを新規 に明 らか に
した。 これ らの結果 は,気 管支喘息 及びア トピー性皮膚炎,糖 尿病 の病態 の解明 に有用 である。
よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 として合 格 と認める。
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